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Summary and future perspectives
Replication of genomic DNA and the control thereof represents one of the key biochemical 
processes underlying heredity and developmental differentiation.  In synchrony with the cell-
division cycle, prokaryotic and eukaryotic cells need to efficiently initiate replication and syn-
thesize a copy of the genome with high fidelity (reviewed in detail in Chapter 2). Errors need 
to be corrected quickly after their introduction to prevent mutational damage to the genome. 
In the process of biological aging, occurring both in single-celled and multi-celled organisms, 
cells become replicative senescent, i.e. they cease to divide, but remain metabolically active. 
Here, cells require strict regulatory mechanisms to prevent replication. If cell division contin-
ues in spite of post-mitotic signals, cells evade senescence and as a result, spread of cancer can 
occur. Another replication control unit resides within the innate immune response of cells. 
Pathogens invade host cells to divert the replicative and metabolic capabilities from the host 
for their own reproduction. The inflammatory response of the host focuses on replication 
prevention and eventually pyroptosis, a highly inflammatory form of programmed cell death, 
to suppress propagation of pathogenic material. 
In this thesis, I present our use of single-molecule fluorescence tools to resolve underlying 
mechanisms of DNA-protein interactions in the context of replication initiation and control. 
Based on previous biochemical approaches to reconstitute the systems of interest in a test tube 
as well as structural studies, we established high-resolution microscopy conditions to gain 
knowledge about the assembly steps of the respective multi-protein complexes on DNA, their 
intermediates and kinetics. 
In Chapter 3, I describe our studies of the loading mechanism of the bacterial helicase DnaB 
onto an artificial replication fork and its stability during replication. In view of the frequent 
transient interactions of the many enzymes within the multi-component replisome of E. coli 
(1-4), the coordination of leading- and lagging strand synthesis requires a very precise and 
robust system. Besides the asymmetry in replication, other molecular hurdles, such as the 
topology of the DNA, protein roadblocks or repair mechanisms, impact the efficiency and 
processivity of the replisome.  We used an in vitro single-molecule approach to track single 
DnaB helicases during loading and coupled replication, and provide observations that sug-
gest that DnaB represents the central organizing hub of the active replisome. DnaC-assisted 
loading onto single stranded DNA results in a stable association with the fork and allows 
subsequential replisome assembly, irrespective of the total amount of DnaB molecules loaded 
at the fork. During replication, the helicase is not regularly exchanged, as opposed to the 
polymerases and the clamp loader complex. Spontaneous replisome stalling, as we observed 
in our single-molecule assays, is not typically provoked by DnaB unloading from the fork.
Based on our experimental strategy to visualize loading and replication by DnaB, two impor-
tant follow-up questions should be considered: Firstly, the precise conditions for replisome 
collapse, which involves DnaB dissociation from the fork, should be directly tested in vitro. 
The stability of the replisome is of utmost importance for cellular replication. As described 
above, various protein roadblocks, such as transcription complexes or SMC complexes tran-
siently inhibit fork progression. Following the halting of replication, do all replisomal compo-
nents dissociate from the fork, and at what time scale does this happen? Further, DnaB cannot 
be simply reloaded onto the fork, but requires the enzymatic action of specialized enzymes of 
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the replication restart pathway. Therefore, the quantification of the stability of DnaB and the 
kinetics of restart-protein assisted loading will give us a more detailed picture of the robust-
ness of the replisome in the context of genomic replication.
A second major point of interest is the role of DnaB in coupling leading and lagging-strand 
synthesis. On the lagging strand, polymerases synthesize in a discontinuous mode and rely 
on the regular production of an RNA primers by the primase DnaG. DnaG weakly associates 
with DnaB and is assumed to function by synthezising RNA in trans, with up to three DnaG 
molecules binding to the DnaB hexamer (5). Further, DnaG might activate DnaB by enforc-
ing dissociation of DnaC (6). Since we lack atomic-resolution structures of E. coli DnaB dur-
ing loading and replication, it is not clear whether this activation involves a conformational 
switch within the DnaB helicase. Further single-molecule studies on the replication initiation 
pathway, including those implementing fluorescently labeled DnaG and DnaC, would resolve 
the main principles underlying DnaB loading and replisome activation. Future work will be 
greatly catalyzed by applying innovative labeling strategies such as the incorporation of un-
natural amino acids and the coupling of these residues to organic dyes via click chemistry – 
work that has been started in the course of the projects described in this PhD thesis. 
In Chapter 4, we studied the mechanism of pathogenic DNA detection by the human sensor 
protein IFI16. Members of the PYHIN family, such as the nuclear IFI16 and the cytoplasmic 
AIM2, are modularly built from Pyrin (protein interaction) and HIN (DNA binding) domains 
and play important roles in tumor suppression, transcriptional control, and inflammation 
upon pathogen invasion (7). IFI16, consisting of one Pyrin and two HIN domains, has been 
known to oligomerize and initiate the upregulation of type I interferons or inflammasomes 
after foreign DNA detection (8, 9). In an integrated approach based on solution-phase bio-
chemical and single-molecule imaging approaches, we resolved the mechanism of DNA bind-
ing and oligomerization by IFI16. We demonstrated that IFI16 performs a one-dimensional 
random walk along double-stranded DNA, with a DNA-binding lifetime that is dependent on 
the ionic strength. This observation indicates that IFI16 undergoes very fast “hopping” (10): 
frequent and fast cycles of dissociation from the DNA and rebinding to scan along hundreds 
of base-pairs within seconds. This DNA scanning allows the protein to find other IFI16 mol-
ecules, leading to higher-order complexes on the DNA that proved to be extremely stably 
bound and immobile. By introducing nucleosomes into our DNA templates, we observed that 
such a chromatinized structure inhibits scanning and oligomerization by IFI16.
Our proposed mechanism of IFI16-based discrimination between foreign and self-DNA re-
lies on the 1D scanning that accelerates IFI16 oligomerization. In the presence of roadblocks 
such as nucleosomes scanning is inhibited and cluster formation prevented. Most pathogenic 
genomes are not heavily chromatinized when entering the host cell and nucleus, and therefore 
can used much more efficiently as a platform for extensive scanning and cluster formation.
An intriguing follow-up question revolves around the generalization of this mechanism. Are 
the two DNA-binding HIN domains important for scanning large distances of DNA, espe-
cially in the context of hopping? In contrast to IFI16, AIM-2 only employs one HIN domain, 
and does not need to differentiate between friend-and-foe DNA in the cytoplasm (11). How 
does this family member oligomerize on the DNA?  Also of importance is the downstream 
signalling pathway that is initiated by PYHIN family members. It has been speculated that the 
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adapter protein ASC binds to the AIM-2 and IFI16 oligomers and allows caspase-1 to bind, 
dimerize and thus self-activate (12). ASC employs a Pyrin domain for Pyrin-Pyrin interaction 
and a caspase-recruitment domain (CARD). Does ASC simply dock to the Pyrin domains of 
the IFI16/AIM-2 oligomers? Pyrin-only proteins inhibit such as POP-3 inhibit the oligomer-
ization (11) – is there a finely tuned, time- or concentration-based mechanism that prevents 
ASC from acting similarly? Further in vitro and in vivo work is required to resolve the exact 
mechanisms of these pathogen-recognition receptors and their connection to the inflamma-
tory response in detail. 
In Chapter 5, we established a novel microfluidic chip that relies on suspended gold nanow-
ires for the attachment of biomolecules such as DNA. This flow-channel geometry has major 
advantages in comparison to the classical microfluidic devices that we also used in Chapter 3 
and 4. By bisecting the flow channel with the nanowire, we are able to perform experiments in 
the centre of the channel as opposed to at the surface, where the rate of flow is highest and un-
specific surface interactions non-relevant. Especially the latter point is important when work-
ing with large multi-protein complexes such as the replisome or the IFI16 inflammasome that 
tend to promote nonspecific sticking of their DNA template to the surface. In order to resolve 
complex reactions in single-molecule in vitro assays, future studies need to better be able to 
mimic actual cellular conditions. For example, in the context of genomic replication and epi-
genetic inheritance, this implies introducing chromatin as substrate and chromatin-remod-
elling proteins/histone-modifying enzymes as additional factors that actively remodel and 
transfer nucleosomal proteins from parental to daughter strands. Microfluidic flow channels 
such as our suspended nanowire geometry might present a valuable technical asset for such 
studies.
Samenvatting en toekomstperspectief
Replicatie van het genoom en zijn reguleering behoren tot de belangrijkste biochemische 
processen, die erfelijkheid en celdifferentiatie controleren. Synchroon met de cyclus van de 
celdeling moeten prokaryotische en eukaryotische cellen efficiënt de replicatie initiëren en 
een kopie van het genoom met hoge betrouwbaarheid synthetiseren (besproken in Hoofdstuk 
2). Fouten moeten snel worden gecorrigeerd na hun introductie, om mutaties te verhinderen. 
Zowel in eencellige als meercellige organismen worden cellen ‘replicative senescent’ tijdens 
hun biologische veroudering, d.w.z. zij stoppen met de celdeling, maar blijven wel metab-
olisch actief. In deze situatie hebben de cellen strikte regulerende mechanismen nodig om 
replicatie te verhinderen. Voor het geval dat celdeling niet stopt ondanks post-mitotische sig-
nalen, omzeilen cellen ‘senescence’, waardoor kanker voorkomen kan. Een andere aansturing 
voor replicatie bevindt zich in de aangeboren immuunreactie van cellen. Pathogenen kunnen 
cellen binnendringen en van de replicatie en metabolische functies van de gastheercellen ge-
bruik maken. De ontwikkeling van een ontstekingsreactie door de gastheer zal de replicatie 
van de pathogeen verhinderen en uiteindelijk pyroptosis induceren, d.w.z. een sterk inflam-
matoire vorm van geprogrammeerde celdood beginnen om het doorgeven van pathogene 
materiaal te onderdrukken.
In dit proefschrift presenteer ik onderzoek naar het gebruik van ‘enkel-molecuul’-fluores-
centie technieken om de onderliggende mechanismen van interacties tussen eiwit en DNA 
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te beschrijven. Hierbij is de nadruk gelegd op replicatie-initiatie en controlemechanismen. 
Op basis van reeds gepubliceerd biochemische onderzoek waarbij deze systemen in reageer-
buizen zijn nagebootst en reeds bekende structurele gegevens hebben we microscopische 
studies met hoge resolutie ontwikkeld om het laden van de respectievelijke multi-eiwit com-
plexen op DNA, hun tussenproducten en kinetiek te begrijpen. 
In hoofdstuk 3 beschrijf ik onze studies over het mechanisme, hoe het bacteriële helicase 
DnaB met de replicatie vork associeert, en over de stabiliteit van DnaB tijdens de replicatie 
reactie. In het licht van de vake voorbijgaande interacties van de vele enzymen, welke in het 
replisoom van E. coli (1-4) zijn, heeft de coördinatie van de synthese van leidende en volgende 
streng een zeer precies en robuust systeem nodig. Naast de asymmetrische DNA synthese 
beïnvloeden ook andere moleculaire hindernissen, zoals het topologie van het DNA, eiwit 
gebaseerde wegversperringen of reparatie mechanismen de efficiëntie van de replisomale 
processiviteit. We gebruikten een in vitro enkel-molecuul assay design om een enkel DnaB 
molecuul tijdens het laden en de replicatie reactie te volgen. Onze observaties suggereren 
dat DnaB het centrale organiserende middelpunt van het actieve replisoom is. Het DnaC- 
afhankelijke laden op een enkelvoudige DNA streng resulteert in een stabiele associatie met 
de vork en maakt opeenvolgende replisoom installatie mogelijk, ongeacht de totale hoeveel-
heid van DnaB moleculen, die op de vork geladen zijn. Tijdens replicatie wordt het helicase 
niet regelmatig vervangen, in tegenstelling tot de polymerases en het ‘clamp loader’ complex. 
Spontane replisoom pauzeringen, zoals gezien in onze enkel-molecuul assays, wordt meestal 
niet veroorzaakt doordat het DnaB los laat van de vork.
Op basis van onze experimentele strategie waarbij we DnaB gebruiken om het laden en de 
replicatie te visualiseren, moeten twee belangrijke follow-up vragen worden beschouwd: Ten 
eerste, de precieze voorwaarden voor het uit elkaar vallen van het replisoom met inbegrip 
van DnaB dissociatie uit de vork moeten direct in vitro worden getest. De stabiliteit van het 
replisoom is van het grootste belang voor cellulaire replicatie. Zoals hierboven beschreven, 
kunnen verschillende op eiwit gebaseerde  systemen, zoals transcriptie complexen of SMC 
complexen, tijdelijke ‘wegversperringen’ opwerpen waardoor transiënte remming van de 
vork progressie optreed. Is het zo dat na stoptzetting alle replisomale componenten disso-
ciëren van de vork? En op welke tijdschaal gebeurt dit? DnaB kan niet eenvoudig opnieuw 
binden aan de vork, dit vereist de enzymatische werking van gespecialiseerde enzymen van 
de zogenaamde “replicatie restart route”. Daarom zou de kwantificering van de stabiliteit van 
DnaB en de kinetiek van het enzym gekatalyseerd herstarten ons een beter gedetailleerd beeld 
van de robuustheid van het replisoom in het kader van genoom replicatie geven.
Een tweede belangrijk aandachtspunt is de rol van DnaB in het koppelen van leidende en vol-
gende streng synthese. Op de volgende streng synthetiseren polymerases in een discontinue 
modus en rekenen op de regelmatige productie van RNA primers door de primase DnaG. 
DnaG associeert zwak met DnaB en synthetiseert  RNA waarschijnlijk in trans waarbij tot 
drie DnaG moleculen aan de DnaB hexamer binden (5). Verder kan DnaG DnaB activeren 
door het initiëren van DnaB-DnaC dissociatie (6). Omdat er geen  atomaire resolutie struc-
turen van E. coli DnaB tijdens het laden en replicatie beschikbaar zijn, is het niet duidelijk of 
deze activering van DnaB met een conformationele verandering in de DnaB helicase gepaard 
gaat. Verdere  enkel-molecuul studies van de replicatie initiatie route, waarbij gebruik word 
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gemaakt van fluorescent gemarkeerde DnaG en DnaC moleculen, zou het mechanisme van 
het DnaB binden en replisoom activering kunnen oplossen. Toekomstige studies kunnen 
sterk worden versneld door het toepassen van innovatieve labelling strategieën, zoals het in-
bouwen van on-natuurlijke aminozuren in eiwitten. Nadat de eiwitten gezuiverd zijn kunnen 
deze aminozuren specifiek gelabeld worden met organische kleurstoffen via click-chemie - 
werk dat is begonnen in de loop van de projecten, welke in dit proefschrift beschreven zijn.
In hoofdstuk 4 bestudeerden we het mechanisme van pathogene DNA detectie door het hu-
mane sensor eiwit IFI16. Eiwitten van de familie “PYHIN”, zoals het nucleaire eiwit IFI16 en 
het cytoplasmatische eiwit AIM2, zijn modulair opgebouwd uit een of meerdere domeinen 
“Pyrin” (verantwoordelijk voor eiwit interactie) en “HIN” (verantwoordelijk voor DNA in-
teractie). Deze eiwitten spelen een belangrijke functie in tumor onderdrukking transcriptie 
controle, en ontstekingsreactie na een pathogeen infectie (7). IFI16 is opgebouwd uit een py-
rin en twee HIN domeinen en spoort vreemd DNA op, waarna IFI16 oligomeriseert met als 
gevolg de opregulatie van type I interferonen (8, 9). In een geïntegreerde studie op basis van 
biochemische en enkel-moleculen experimenten, hebben we het mechanisme van de DNA-
detectie en oligomerisatie van IFI16 opgelost. Hierbij hebben we laten zien dat IFI16 een 
eendimensionale “random walk” langs de dubbele DNA-spiraal maakt waarbij de tijdsduur 
van binding aan het DNA ionensterkte afhankelijk is. Deze observatie betekent dat IFI16 zeer 
snel over het DNA ‘hopt’ (10), d.w.z het DNA wordt gescand via razend snelle bindingstappen 
en dissociatiestappen in enkele seconden. Dit DNA scannen maakt dat het eiwit met andere 
IFI16 moleculen kan vinden, wat leidt tot hogere orde complexen op het DNA, welke zeer 
stabiel gebonden en immobiel zijn. Door de toevoeging van nucleosomen aan onze DNA 
templates, zagen we dat vorming van een dergelijke chromatine-achtige structuur DNA scan-
nen en oligomerisatie door IFI16 remt. Het door ons voorgestelde mechanisme van IFI16-ge-
baseerde discriminatie tussen vreemd en eigen-DNA is gebaseerd op deze 1D scanning, welke 
IFI16 oligomerisatie versnelt. In de aanwezigheid van obstakels zoals nucleosomen wordt dit 
scannen geremd en clustervorming (oligomerisatie) voorkomen. De meeste pathogene ge-
nomen hebben geen of minder chromatine structuren bij binnenkomst in de gastheercel en 
de kern, waardoor dit veel efficiënter als platform voor uitgebreide scan- en clustervorming 
gebruikt kan worden.
Een intrigerende follow-up vraag is of dit mechanisme algemeen toepasbaar is. Zijn de twee 
DNA-bindende domeinen HIN van belang voor het scannen van grote afstanden DNA, vooral 
in de context van hoppen? In tegenstelling tot IFI16, heeft AIM-2 slechts één werkzaam HIN 
domein, en hoeft niet te maken tussen vriend-vijand-en DNA in het cytoplasma (11). Hoe 
oligomeriseert dit familielid op het DNA? Ook van belang is het stroomafwaarts gelegen 
signaalweg die wordt geïnitieerd door PYHIN familieleden. Er wordt gespeculeerd dat de 
adapter eiwit ASC bindt aan de oligomeren van AIM-2 en IFI16. Na ASC binding kan cas-
pase-1 dimeriseren en daardoor zelfactiveren (12). ASC maakt gebruik van een pyrin do-
mein voor pyrin-pyrin interacties en een caspase-recruitment domein (CARD). Dokt ASC 
gewoon op de pyrin domeinen van de IFI16 / AIM-2 oligomeren? Eiwitten met alleen Pyrin 
domeinen, zoals POP-3, remmen de oligomerisatie (11) - is er een fijn gereguleerd mecha-
nisme gebaseerd op tijd of concentratie, welke voorkomt dat ASC op dezelfde manier werkt? 
Verder in vitro en in vivo werk is nodig om de exacte werkingsmechanisme van deze patho-
geen-herkenningsreceptoren en hun relatie met de ontstekingsreactie in detail op te lossen.
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In hoofdstuk 5 beschrijven we de ontwikkeling van een nieuwe microfluïdische chip geba-
seerd op goud nanodraden voor de bevestiging van biologische moleculen zoals DNA. De 
nieuwe stromingskanaalgeometrie heeft meerdere voordelen in tegenstelling tot de klassieke 
microfluïdische inrichtingen, zoals ook gebruikt voor de studies presenteert in hoofdstuk 3 en 
4. De nanodraad deelt het stromingskanaal in tweeën, zodat we de experimenten in het mid-
den van het kanaal kunnen uitvoeren, waar de stroomsnelheid hoog is en aspecifieke interac-
ties met de oppervlak niet relevant zijn. Vooral de laatste aspect is van belang voor studies met 
grote multi-eiwitcomplexen zoals het replisoom of het op IFI16 gebaseerde inflammasoom 
die de neiging hebben voor het bevorderen van  aspecifieke kleven van de DNA template 
aan het oppervlak. Om complexe reacties in een enkel-molecuul in vitro assay uit te voeren, 
moeten toekomstige studies beter de werkelijke cellulaire condities nabootsen. Bijvoorbeeld 
bij in vitro studies over het genomische replicatie en epigenetische overerving impliceert dit 
het introduceren van chromatine als substraat en chromatine-remodellerende proteïnen/his-
ton-modificerende enzymen en andere factoren die actief nucleosomale eiwitten hermod-
elleren van ouder naar dochterstreng doorgeven. Het optimaliseren van de microfluïdische 
stroomkanalen zoals door toevoegen van de nanodraad geometrie kan een waardevol tech-
nisch voordeel betekenen bij dergelijke studies.
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